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Pour les biologistes, en particulier médicaux, il est devenu banal de séquencer un gène codant un 
mécanisme de résistance aux b-lactamines (b-lactamases). Par ailleurs, l’augmentation constante des 
génomes identifiés montre la large diffusion de tels gènes de résistance. Devant les insuffisances de 
dénomination de ces enzymes dans les banques de données généralistes, il est apparu nécessaire de 
redéfinir au plan moléculaire, la classe A, la plus importante des quatre classes connues (A-D) et de 
proposer des éléments de classification moléculaire plus précis à partir d’une comparaison d’une base 
de données de plusieurs centaines de séquences protéiques. Une telle analyse ne peut être obtenue 
qu’à l’aide des nombreux logiciels de bioinformatique mis à disposition sur divers sites nationaux ou 
institutionnels au cours de la dernière décennie. L’identification moléculaire précise est génératrice 
d’une thérapeutique beaucoup mieux adaptée.
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For medical biologists, protein sequencing has become a commonplace technique to support diag-
nosis. Rapid changes in this field have led to the generation of large amounts of data, which are not 
always correctly listed in databases. This is particularly true of class A b-lactamases, a main group 
of key antibiotic-resistance enzymes produced by bacteria. Many genomes have been reported to 
contain putative b-lactamase genes, which can be compared with representative types. We analyzed 
several hundred amino-acid sequences of class A b-lactamase enzymes for phylogenic relationships, 
the presence of specific residues, and cluster patterns. A such study was realized because a huge 
number of softwares in bioinformatics were freely offered on web. 
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AbstrAct
INTRODUCTION
La résistance naturelle et acquise des bactéries à la principale 
famille d’antibiotiques constituée par les b-lactamines, est le 
plus souvent en relation avec la production d’une ou plusieurs 
b-lactamases, enzymes d’inactivation (EC 3.5.2.6). Leur grande 
diversité et leur importance clinique dans le domaine aussi 
bien médical que vétérinaire a amené à diverses tentatives de 
classification dès les années 1970 (Sawai et al. 1968; Richmond 
et al. 1973).   
Finalement dans les années 1995, la classification fonctionnelle 
de Bush, Jacoby et Medeiros est apparue la plus complète, car 
fondée sur plusieurs critères: bactériologique (expression phé-
notypique), profil de substrats, profil d’inhibition, ou encore 
point isoélectrique (Bush et al. 1995). Différents groupes fonc-
tionnels ont ainsi été définis : le groupe 1 des céphalospori-
nases, 2a celui des pénicillinases, 2b des bêta-lactamases à large 
spectre, 2be des bêta-lactamases à spectre élargi/étendu, 2c des 
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carbénicillinases, 2f des carbapénémases… Un autre critère, 
très discriminant, à savoir la séquence nucléo-peptidique, n‘est 
devenu obligatoire pour l’identification d’une nouvelle enzyme 
qu’en 2010 (Bush & Jacoby, 2010), car facile à déterminer avec 
les séquenceurs automatiques.
Ce critère moléculaire a été proposé dès les années 1980 par 
R.P Ambler mais n’était accessible qu’à quelques laboratoires 
universitaires très spécialisés en raison d’une mise en oeuvre 
initiale délicate (purification de protéine suivie d’un séquen-
cage peptidique selon la méthode de Sanger)(Ambler, 1980). 
L’existence de quatre classes moléculaires (A, B, C, D), initia-
lement établie à partir de 20 séquences protéiques reste, cepen-
dant, toujours d’actualité (Matagne et al. 1998; Bush, 2013).
Le développement actuel des technologies dans les séquen-
ceurs et puces (“chips”) permet de privilégier l’identification 
moléculaire sur les approches fonctionnelles plus lentes ainsi 
qu’en atteste le grand nombre de séquences accessibles dans 
les banques de données pour les b-lactamases de la classe A 
bien que divers variants de certains types enzymatiques, TEM, 
SHV, CARB, GES, ou CTX-M soient identifiés (www.lahey.
org/studies/)(Buchan & Ledeboer 2014). Un tel nombre de 
données de séquences amène à se reposer la question de la 
pertinence de la définition moléculaire d’une b-lactamase 
de la classe A très majoritaire qui contrairement à celles de 
la classe B ne comporte pas, actuellement, de sous-classes 
(Bush, 2011; 2013). Un premier exemple d’incohérence de ces 
enzymes dans les banques de données est illustré par le nombre 
d’acides aminés pouvant varier de 260 à plus de 1000. Un autre 
exemple est celui du qualificatif de “b-lactamase TEM”. Cette 
enzyme plasmidique ou transposable a été découverte peu 
de temps après l’introduction de l’ampicilline en 1962, chez 
des entérobactéries lors d’infections urinaires chez l’homme 
(Dale & Kontomichalou, 1965). Cette b-lactamase à large 
spectre (groupe fonctionnel 2b) a depuis diffusé au sein de 
nombreuses espèces de Gammaproteobacteria et surtout dans 
le monde entier. Dans les banques généralistes de données 
telle NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/), ce qualificatif excessif de 
b-lactamase type TEM est ainsi attribué à diverses séquences 
protéiques, identiques à celles de b-lactamases de type LEN ou 
ORN chez des souches, respectivement de Klebsiella variicola et 
Raoultella ornithinolytica. Pour le biologiste médical, la lecture 
interprétative de l’antibiogramme sera très différente et donc, 
le traitement car il s’agira dans un cas, de résistance plasmi-
dique de haut niveau (type TEM) et dans l’autre, de résistance 
chromosomique, dite de bas niveau (types LEN et ORN). 
Pour établir une identification moléculaire plus précise, 
nous constituons un échantillonnage de plusieurs centaines 
de séquences de b-lactamases de la classe A comportant 
115 séquences dites représentatives (enzymes identifiées au 
plan fonctionnel) et le reste dites hypothétiques ou pro-
bables (“putative”), car déposées dans la banque de données 
telle celle de NCBI sous le vocable “class A b-lactamase or 
b-lactamase”. Cet échantillonnage est examiné d’une part, 
au plan de la phylogénèse moléculaire pour une classification 
et d’autre part, dans l’individualisation de résidus conservés et 
motifs spécifiques par cluster ou groupe ou taxon à l’aide des 
nombreuses ressources informatiques librement accessibles sur 
le web. La bioinformatique, jusque-là réservée à des spécialistes, 
est une discipline en plein essor avec plus de 350 logiciels que 
les biologistes médicaux, considérant la rareté actuelle de 
biostatisticiens, doivent apprendre à utiliser pour une meilleure 
analyse de leurs données. Enfin, il n’est pas déraisonnable 
d’espérer l’adjonction de systèmes experts pour une meilleure 
individualisation des très nombreux mécanismes de résistance 
aux antibiotiques avec la nouvelle génération de séquenceurs 
automatiques destinés aux laboratoires de diagnostic.
PHYLOGÉNIE MOLÉCULAIRE 
Les premières analyses phylogénétiques de 83 b-lactamases de 
classe A identifient d’une part, l’existence de deux branches 
dont une, nettement majoritaire avec diverses enzymes (types 
TEM, SHV, CTX-M.....) et l’autre, très minoritaire dénommée 
CFB pour Cytophagales, Flavobacteriales et Bacteroidales 
(Hall & Barlow, 2004). L’attribution excessive du qualificatif 
”b-lactamase de classe A” est déjà relevée avec l’enzyme 
NPS-1, initialement identifiée :” enzyme de la classe A”, puis 
ultérieurement en classe D (Bush & Jacoby, 2010). D’autres 
enzymes ont été malheureusement mal identifiées, produites 
par des souches de Deniococcus radiodurans, Fusobacterium 
nucleatum et Thermosynechococcus elangatus. Or celle de 
T. elangatus est finalement identifiée en 2008 comme une 
protéine liant la pénicilline (PBP-A)(Urbach et al. 2008). De 
telles confusions sont malheureusement courantes dans les 
banques généralistes de données, peut-être en raison d’une 
définition moléculaire insuffisante, mais surtout d’un manque 
de connaissances lors d’un dépôt de séquence.
Plusieurs approches méthodologiques de phylogénie molé-
culaire sont actuellement utilisées pour classer des séquences 
nucléo-peptidiques telles parcimonie (TNT), distance 
(UPMGA, NJ), maximum de vraisemblance (PhyML), et 
plus récemment, approche bayésienne (Perrière G & Brochier-
Armanet C. 2010 ; Tagu & Risler, 2010)(www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/, www.ebi.ac.uk/Tools/Phylogeny/clustalw2_phylogeny/). 
Divers sites sont aisément accessibles pour ce type d’ana-
lyse (mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py, www.phylogeny.fr/, 
www.ebi.ac.uk/, www.ncbi.nlm.nih.gov/, www.genome.jp/). La 
figure 1 illustre le résultat d’une analyse phylogénique de 285 
séquences protéiques par la méthode de “Neighbour joining” 
(NJ) qui permet de répartir les b-lactamases représentatives et 
probables dans deux groupes ou sous-classes distinctes (A1, A2)
(Philippon et al. 2016). La sous-classe A1 constitue un groupe 
d’enzymes nettement majoritaire constitué de divers clades 
ou taxons, en particulier ceux des bactéries à Gram-positif 
(Actinobacteria-Firmicutes) ou encore ceux des bactéries à 
Gram-négatif appartenant au Proteobacteria dont majoritai-
rement les Gammaproteobacteria telles les Entérobactériales, 
Pseudomonadales, Burkholdériales... Par ailleurs, plusieurs 
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Figure 1 : Phylogramme de 285 b-lactamases de classe A représentatives (115) et probables (170). Les principales enzymes rencontrées en clinique sont précisées. 
Les flèches indiquent les sous-classes alors que les carrés noirs, les principaux groupes ou clusters ou taxons. Pour plus de détails (Philippon et al. 2016).  
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clusters sont individualisés, quelquefois superposables à cer-
tains groupes fonctionnels de la classification de Bush-Jacoby-
Medeiros tels pénicillinases et carbénicillinases (LSBL pour 
Limited Spectrum b-Lactamases), b-lactamases à spectre 
élargi/étendu (ESBL pour Extended-Spectrum b-Lactamases), 
ou encore carbapémèmases (CARBA) (figure 1). Le clade 
des LSBL naturelles s’individualise précocément des autres 
enzymes du groupe A1 telles ESBL1 et pourrait constituer 
quatres clusters différents au sein d’un groupe monophylétique. 
Outre cette extrême variabilité au sein des sous-classes A1 et 
A2, il convient de noter que plusieurs clusters appartenant aux 
genres Cyanobacteria, Deniococcus et Fusobacterium ne com-
portent aucune b-lactamase de classe A identifiée selon les 
critères de Bush-Jacoby-Medeiros qui permettrait d’évoquer 
une identification moléculaire insuffisante (figure 1). Si les 
motifs Ser70xxLys, Ser130AspAsn (motif SDN) et Lys234Thr/
SerGly (motif KTG) caractéristiques de la classe A sont retrou-
vés, d’autres résidus ou motifs hautement conservés tel que 
Asp166xxLysAsn (motif ExxLN) sont absents (Bush 2013). 
Enfin la masse moléculaire permet de distinguer les enzymes de 
la classe A de celles appartenant à la classe C, respectivement 
< 31kDa et > 35kDa (Bush, 2013). Il convient de préciser 
que le nombre moyen d’acides aminés des 268 b-lactamases 
représentatives ou probables est de 298 pour un écart-type 
de 10 (logiciel: proteome.gs.washington.edu/cgi-bin/aa_calc.
pl). Enfin, le nombre moyen d’acides aminés ainsi que l’écart-
type est respectivement de 449 +78, 284 + 
11 et 262 +2 pour les taxons Cyanobacteria, 
Deniococcus et Fusobacterium étudiés.
 STRUCTURE PRIMAIRE DES 
b-LACTAMASES DE LA CLASSE A
L’identification moléculaire des b-lactamases 
de classe A ainsi que de celles des sous-classes 
A1 et A2 est poursuivie par la détermina-
tion des séquences consensus correspon-
dantes déduites après alignement multiple 
et analyse respectivement avec les logiciels 
Muscle et Jalview® (www.jalview.org/). Les 
autres méthodes d’alignement multiple telles 
ClustalW, Mafft, Muscle, Prrn, Tcoffee, Cobalt 
.... donnent des résultats comparables mais 
des temps d’analyse très différents, c’est pour-
quoi Clustal et Muscle sont le plus souvent 
privilégiés (sites consultés: www.genome.jp/
tools/clustalw/, www.ebi.ac.uk/Tools/msa/, 
mobyle. pasteur.fr/cgi-bin/portal.py)(Perrière 
G & Brochier-Armanet 2010). L’expression 
des séquences consensus suit les recomman-
dations de numérotation, dite de Ambler 
(ABL consensus pour “class A b-lactamase “)
(Ambler et al. 1991). Une vingtaine de résidus 
strictement conservés (100%) a d’ailleurs été 
proposée à cette occasion après analyse de seulement 20 b-lac-
tamases de la classe A. L’échantillonnage des enzymes alignées 
majoritairement produites par des bactéries à Gram-positif (16 
sur 20) montre, par ailleurs, l’absence d’enzymes appartenant à 
la nouvelle sous-classe A2 telles que PER-1, VEB-1, TLA-1, non 
découvertes à cette époque.
Deux faits marquants sont à rapporter; d’une part, la stricte 
conservation de certains résidus (100%) tels que Ser70, Lys73, 
Asp131, Glu166, Lys/Arg234, Thr/Ser235 et Gly236 et d’autre 
part, l’existence de résidus hautement conservés (> 90-99%), 
confirmée pour les positions suivantes: Gly45, Leu81, Pro107, 
Ser130, Asn132, Gly143, Gly144, Gly156, Leu199 et Pro226. 
Enfin d’autres résidus conservés (entre 80 et 89%) sont indi-
vidualisés: Phe66, Leu91, Ala134, Asn136, Thr138, Pro183, 
Leu199, Leu207, et Asp246 (Philippon et al. 2016). Ainsi un 
motif d’au moins 23 résidus permet une meilleure identification 
moléculaire de la classe A que celle confirmée par Bush en 2013.
 DIFFÉRENCES STRUCTURALES ENTRE LES 
b-LACTAMASES DES SOUS-CLASSES A1 ET A2
Les mêmes approches méthodologiques, en particulier l’ali-
gnement multiple avec Muscle et l’expression graphique avec 
Jalview sont testées. La figure 2 précise les différences de 
structure primaire (résidus) dans les séquences consensus ABL 
Figure 2 : Séquences consensus ABL après alignement multiple de 268 séquences protéiques (213 
b-lactamases de la sous-classe A1, 55 b-lactamases de la sous-classe A2)(Edgar 2004). 
Les résidus surlignés en noir sont impliqués dans l’hydrolyse enzymatique. Les résidus additionnels 
(sous-classe A2) sont en gris clair. Une échelle colorimétrique est utilisée pour exprimer le degré de 
conservation des résidus calculé avec Jalview (Waterhouse et al. 2009): rouge (entre 90-100%) et 
bleu fonçé (entre 70-89%). 
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des deux sous-classes, différences portant par exemple, pour l’en-
zyme de la sous-classe A2, sur les résidus suivants Asn61, Val71, 
Cys135, Asp136, Tyr177, Asn179, His/Arg233. Il convient 
d’indiquer que ces différences de résidus sont situées dans les 
régions essentielles à l’activité enzymatique au niveau des rési-
dus suivants (70, 130, 177-179, 233). L’existence de plusieurs 
indels (insertion) pour les enzymes de la sous-classe A2 pourrait 
aussi expliquer les importantes différences de comportement 
enzymatique observées (Bouthors et al. 1998-1999; Tranier et 
al. 2000). D’ailleurs, le nombre moyen de résidus, respective-
ment de 295 + 11 et 301 + 8, est légèrement différent entre les 
enzymes de la sous-classe A1 (sur 102 enzymes représentatives) 
et celles de la sous-classe A2 (sur 13 enzymes représentatives).
 CARACTÉRISTIQUES MOLÉCULAIRES DES 
b-LACTAMASES PAR CLUSTER 
Les séquences consensus des divers clusters ou clades indivi-
dualisés après analyse phylogénétique sont obtenus préféren-
tiellement avec les logiciels ClustalW, ClustalO, Muscle et 
Jalview. Diverses caractéristiques moléculaires justifient ainsi 
des propositions pour une première classification moléculaire 
des b-lactamases de classe A (Philippon et al. 2016). À titre 
d’exemples, il convient de noter la substitution N132G pour le 
cluster MYC1 (MYCobactéries du groupe tuberculosis, canettii, 
bovis, kansasii, marinum et ulcerans), la présence constante de 
Cys77 ou encore de la triade G237AG chez les b-lactamases 
naturelles du groupe LSBL (Limited Spectrum b-Lactamases) 
regroupant un grand nombre d’enzymes 
chromosomiques (types LEN, ORN, 
PLA, SHV, TER) ou plasmidiques 
(types TEM, PSE ou CARB) (figure 1). 
Des études complémentaires, en parti-
culier par mutagénèse dirigée devraient 
permettre une meilleure compréhen-
sion du rôle de certains résidus dans 
le processus enzymatique: la présence 
d’un indel dans le cluster des carbapé-
némases (par exemple: BIC-1, FRI-1, 
IMI-1, NMC-A, SME-1, SFC-1) en 
amont de la triade S130DN pourrait 
expliquer la sensibilité aux céphalos-
porines de troisième génération (C3G), 
alors que les types KPC sans cet indel 
génèrent la résistance aux C3G. Il est 
intéressant d’indiquer que la première 
carbapénémase d’origine alimentaire 
présente cette particularité moléculaire 
dans une souche de vibrion cholérique 
non toxinogène isolée au Canada à 
partir de crevettes congelées d’origine 
indienne (Mangat et al. 2016). La 
b-lactamase a été dénommée VCC-1 
pour Vibrio Cholerae Carbapénémase.
Ces caractéristiques moléculaires identifiées pour la classe 
A, les deux sous-classes A1 et A2 et enfin les divers clusters 
tels BAC1, BURK, CARBA, CLO, ESBML, MYC1, LSBL 
constituent les premières bases d’une classification moléculaire. 
(Philippon et al. 2016). Cependant une analyse encore plus 
exhaustive sur un plus grand nombre de séquences, par exemple 
500, sera nécessaire pour confirmation.
STRUCTURES SECONDAIRE ET TERTIAIRE 
Si les b-lactamases appartenant à la classe A montrent une impor-
tante diversité de leurs structures protéiques primaires justifiant la 
création de sous-classes et de clusters ou clades, quelquefois taxons 
(par exemple, BURK ou XAN), il en est très différemment quant 
à leurs structures secondaire et tertiaire. Celles-ci peuvent être 
théoriquement calculées et visualisées sur divers sites tels Jalview 
et Psipred (bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) ou mieux mesurées direc-
tement, principalement par la méthode de diffraction des rayons X 
(site: www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Certaines enzymes sont 
ainsi produites par des bactéries dites à Gram-positif (B. anthracis, 
B. licheniformis, M. bovis, M. fortuitum, M. tuberculosis, S. aureus, 
and S. albus), et d’autres à Gram-négatif (TEM-types, SHV-types, 
CumA, CTX-M-types, KPC-2, L2, NMC-A, OXY-1, PenA, 
PenI, PER-1, PER-2, PSE-4, SED-1, SME-1, Toho-1/CTX-M-27 
et F. tularensis). A l‘exception de deux enzymes (PER-1, 
PER-2), les autres b-lactamases appartiennent à la sous-classe A1 
(Tranier et al. 2000). Comme illustré à la figure 3 avec le logiciel 
PyMOL (www.pymol.org/), toutes ces enzymes présentent, en fait, 
Figure 3 : Structures secondaire et tertiaire de la b-lactamase de classe A de Mycobacterium tuberculosis 
(Wang et al. 2006). La figure a été conçue avec le logiciel PyMOL (https://www.pymol.org/). Les résidus ou 
motifs responsables de la réaction enzymatique sont individualisés par des couleurs différentes. (H pour hélices 
et S pour « strand » ou feuillet). 
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une structure comparable, en particulier caractérisée par une fissure 
séparée par deux sous-domaines, l’un de type alpha-hélice et l’autre 
mixte, comprenant une partie de cinq feuillets béta et de deux 
alpha-hélices (Matagne et al. 1998; Wang et al. 2006; Philippon 
et al. 2016). Par ailleurs, les b-lactamases de la classe A présentent 
des analogies structurales avec d’autres b-lactamases (classes molé-
culaires D et C), mais aussi d’autres protéines ou sérine enzymes 
dont elles dériveraient telles que DD-peptidases, acétyltransférases 
ou protéines liant la pénicilline (PLP ou PBPs pour “Penicillin 
Binding Proteins”) justifiant le terme de superfamille (Goffin et 
al. 1998, Matagne et al. 1998). Finalement, on retiendra que seules 
deux enzymes de la sous-classe A2, PER-1 et PER-2, présentent des 
caractéristiques structurales différentes avec la mise en évidence 
d’une insertion de plusieurs résidus en position 240, qui créerait 
une cavité plus importante que celle détectée chez les enzymes de 
la sous-classe A1 et modifiant de manière conséquente plusieurs 
caractéristiques enzymatiques (Tranier et al. 2000; Ruggiero et al. 
2014). Enfin, il est généralement admis que les b-lactamases ont 
évolué à partir d’une PLP ancestrale en intégrant au site actif, un 
mécanisme catalytique efficace pour la réaction de déacylation 
(Urbach et al. 1999).
CONCLUSIONS
Si les structures secondaire et tertiaire des b-lactamases de 
la classe A apportent peu de diversité et présentent un inté-
rêt limité pour une classification, il en est très différemment 
pour leur structure primaire, permettant leur identification 
moléculaire de plus en plus précise, en particulier, en 
deux sous-classes (A1, A2) et en clusters ou clades, voire 
taxons. Cette meilleure individualisation moléculaire aura 
pour conséquence, une approche thérapeutique adaptée 
donc plus efficace. Par ailleurs, l’identification moléculaire 
(séquence nucléopeptidique) lors de dépôt dans les banques 
de données devrait être mieux prise en compte de nos 
jours. Aussi est-il regrettable que jusqu’à récemment, les 
données des banques généralistes telle NCBI restent encore 
imprécises, voire fausses alors que la mise à disposition de 
génomes est conséquente comme celle de gènes impliqués 
dans la résistance bactérienne. L’exemple de la b-lactamase 
TOHO-1, en fait devenue CTX-M-44 (dans le cluster 
ESBL1) illustre actuellement son emploi abusif puisque 
sont ainsi dénommées des enzymes de classe A, spécifiques 
d’espèces ou d’un taxon telles Burkholderia cepacia, B. gla-
dioli, B. mallei, B. pseudomallei, (cluster BURK) Legionella 
hackeliae, L. lansingensis ou encore Yersinia kristensenii, Y. 
enterocolitica, Y. intermedia, Y. rohdei (cluster YER)(Ishii et 
al. 1995)(http://www.lahey.org/studies/). L’adjonction très 
récente, en 2016, de nouvelles bases de données (databases 
intitulées :”refseq _protein”, “UniprotKB” devrait éviter 
ce type d’erreur si elle est consultée lors d’alignement de 
séquence de type BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool).
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